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Реферат: У роботі досліджували осмотичні показники еритроцитів, заморожених у модифікованих за складом середо-
вищах із гліцерином і 1,2-пропандіолом. Встановлено, що зниження концентрації гліцерину у кріоконсерванті за підвищення 
вмісту непроникного захисного компонента сорбітолу впливає на характеристики еритроцитів на різних етапах заморожування 
і гіпотермічного зберігання. Зниження концентрації 1,2-пропандіолу та NaCl за підвищення вмісту сахарози в кріоконсерванті 
дозволяє змінити двоетапний режим заморожування-відтавання еритроцитів на одноетапний. Представлена у роботі модифі-
кація кріозахисного середовища дозволяє зменшити рівень пошкодження еритроцитів у процесі заморожування-відтавання-
відмивання, що може попереджувати розвиток запалення в організмі у випадку трансфузії таких клітин.
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Abstract: Here, we have studied the osmotic parameters of erythrocytes frozen in the composition-modifi ed media with glycerol 
and 1,2-propanediol. A decreased glycerol concentration in a cryopreservative and an increased content of impermeable protective 
component sorbitol were established to aff ect the erythrocyte characteristics at diff erent stages of freezing and hypothermic storage. 
Reduction of 1,2-propanediol and NaCl concentrations when augmenting the sucrose content in cryopreservative agent enabled chan-
ging a two-stage mode of erythrocyte freeze-thawing to the single-stage one. The presented here modifi cation of cryoprotective 
medium allowed to diminish the level of damage to erythrocytes during freeze-thawing-washing out, that might prevent the infl ammation 
development in a body when transfusing these cells. 
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Трансфузія еритроцитів пацієнтам під час 
геморагічного шоку викликає посттрансфузій-
не запалення [6, 9, 14] внаслідок руйнування 
пошкоджених еритроцитів, звільнення іонів за-
ліза та підвищення активних форм кисню [12]. 
Багаторазова трансфузія еритроцитів у резуль-
таті перевантаження організму залізом погіршує 
функцію підшлункової залози, печінки і серця 
[13]. 

У клінічній практиці використовуються два 
основних методи кріоконсервування еритро-
цитів у захисних середовищах з високим і низь-
ким вмістом гліцерину [8, 10, 15]. Проте замо-
рожені цими методами еритроцити мають недос-
татню стійкість після відтавання та поміщення в 
ізотонічне середовище [8, 10]. Навіть у здорових 
добровольців після аутотрансфузії значна час-
тина клітин, підданих заморожуванню гліце-
риновим методом, руйнується протягом 24 годин 
[15]. 

Пошкодження еритроцитів після швидкого 
відтавання є результатом осмотичного шоку че-

Erythrocyte transfusion to patients during haemor-
rhagic shock may cause a post-transfusion infl am-
mation [2, 6, 14] because of the destruction of 
damaged erythrocytes, release of iron ions and 
increased production of reactive oxygen species 
[12]. Multiple erythrocyte transfusion aggravates 
the functions of pancreas, liver and heart due 
to the iron overload in a body [13].

In clinical practice, two main methods for 
erythrocyte cryopreservation in protective media 
with high and low glycerol contents are used [5, 
7, 15]. However, the erythrocytes frozen by these 
methods are not resistant enough after thawing 
and transferring into isotonic medium [5, 7]. Even 
in healthy volunteers, after autotransfusion, a major 
part of cells subjected to freezing by glycerol method 
is destroyed within 24 hrs [15].

Erythrocyte damage after rapid thawing is 
the result of osmotic stress due to the inability of 
excess intracellular glycerol to leave the cells quite 
rapidly. In addition, the very process of erythro-
cyte glycerolization and deglycerolization without 
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рез нездатність надлишку внутрішньоклітин-
ного гліцерину виходити з клітин досить швидко. 
Крім того, сам процес гліцеролізації-дегліцеролі-
зації еритроцитів без заморожування викликає 
їх пошкодження і гемоліз [5, 10], що вказує на 
необхідність зниження концентрації гліцерину 
в кріоконсерванті. Для запобігання пошкоджу-
вальній дії підвищених концентрацій солей під 
час кристалізації позаклітинного розчину важ-
ливо також знижувати концентрацію NaCl у сере-
довищі заморожування. Представлені дані літе-
ратури вказують на необхідність корекції складу 
кріоконсерванта для того, щоб зменшити осмотич-
ний стрес і пошкодження мембран у процесі за-
морожування-відтавання-відмивання еритроцитів 
та послабити розвиток запалення в організмі 
після трансфузії [12]. 

Ефективним для кріоконсервування еритро-
цитів є середовище, яке складається з 37% 1,2-про-
пандіолу (1,2-ПД), 3% сахарози, 0,6% NaCl. Таке 
середовище забезпечує збереження повноцін-
ності клітин після розморожування і відмивання. 
Однак у перші 24 години після трансфузії втрата 
еритроцитів у кров’яному руслі становить 18% 
[2]. Такий рівень гемолізу є меншим, ніж піс-
ля трансфузії еритроцитів, кріоконсервованих 
із додаванням гліцерину, проте залишається все 
ж достатньо високим [15]. Разом з тим для замо-
рожування еритроцитів з пропандіоль-сахаролем 
необхідно використовувати невисоку швидкість 
охолодження (12–14 град/хв) до температури 
–150…–170°С, яку забезпечує контейнер у ме-
талевому чохлі в процесі занурення і витриму-
вання клітин у рідкому азоті (–196°С) протягом 
15 хв. Після заморожування контейнер витягують 
із чохла і переносять у рідкий азот для зберіган-
ня. Відтавання еритромаси здійснюють двое-
тапно: I — нагрівання зі швидкістю 5 град/хв до 
–80…–110°С, яке забезпечується витримуван-
ням контейнера в пінопластовому чохлі протягом 
20 хв; II — занурення контейнера з еритромасою 
у водяну баню (42–45°С) на 45–60 с до повно-
го розморожування еритроцитів [1]. Для спро-
щення даної технології можна скоригувати вміст 
компонентів кріоконсерванта пропандіоль-са-
харолю. Показано, що швидке заморожування 
еритроцитів в ізоосмотичному сахарозо-сольо-
вому середовищі з 1,2-ПД (7% сахарози, 0,3% 
NaCl, 5% 1,2-ПД) послаблює їх осмотичний стрес 
після швидкого відтавання [3]. Подібний склад 
кріоконсерванта, ймовірно, дозволить отри-
мати заморожені еритроцити в неушкодженому 
стані. 

Мета роботи — визначення впливу осмотич-
ного стресу і ступеня пошкодження заморо-

freezing causes their damage and hemolysis [1, 
8], thereby suggesting the need to reduce glycerol 
concentration in the cryopreservative. To prevent 
a damaging eff ect of increased saline concentra-
tions during extracellular solution crystallization, it 
is also important to reduce the NaCl concentration 
in freezing medium. The reported data point at 
the necessity to correct the composition of cryo-
preservative agent in order to reduce an osmotic 
stress and membrane damage during erythrocyte 
freeze-thawing-washing out as well as to mitigate 
the infl ammation development in the body after 
transfusion [12].

The medium, consisting of 37% 1,2-propane-
diol (1,2-PD), 3% sucrose, 0.6% NaCl is effi  cient 
for erythrocyte cryopreservation. This medium en-
sures an integral cell survival after freeze-thawing 
and washing out procedures. However, in the 
fi rst 24 hrs after transfusion, the erythrocyte loss 
in bloodstream is 18% [9]. This level of hemolysis 
is lower than after transfusion of the erythro-
cytes cryopreserved with glycerol supplement, 
but remains quite a high [15]. At the same time, 
a low cooling rate (12–14 deg/min) down to 
–150...–170°С should be used for erythrocyte 
freezing with propanediol-saccharol, ensured by 
container in a metal cover during cell immer-
sion and exposure to liquid nitrogen (–196°С) for 
15 min. After freezing, the container is removed 
from the cover and transferred into liquid nitrogen 
for storage. The erythromass is then thawed in 
two steps: the step I includes the warming with 
5 deg/min rate up to –80...–110°С, that is ensured 
by container exposure in a foam cover for 20 min; 
the step II comprises the immersion of container 
with erythromass into a water bath (42–45°С) for 
45–60 s until erythrocytes are fully thawed [4]. 
To simplify this technique, the concentration of 
components of propanediol-saccharol cryopreser-
vative may be adjusted. The rapid freezing of 
erythrocytes in the isoosmotic sucrose-saline me-
dium with 1,2-PD (7% sucrose, 0.3% NaCl, 5% 
1,2-PD) demonstrated the mitigation of their osmo-
tic stress after rapid thawing [10]. The similar 
composition of the cryopreservative agent is likely 
to enable obtaining the frozen erythrocytes in 
undamaged state.

The research aim was to determine the impact 
of osmotic stress and the damage rate of frozen 
erythrocytes after using the composition-modifi ed 
cryopreservatives with glycerol and 1,2-propanediol.

Materials and methods 
Here, we have used the following freezing 

media: the medium 1 consisted of 38% glycerol, 



106 проблеми  і 
problems of  and 

жених еритроцитів після використання моди-
фікованих за складом кріоконсервантів з глі-
церином і 1,2-пропандіолем. 

Матеріали і методи 
У роботі використовували середовища для 

заморожування: 1 — 38% гліцерину, 2,9% 
сорбітолу і 0,63% NaCl; 2 — 28% гліцерину, 
6,8% сорбітолу і 0,25% NaCl; 3 — 22% 1,2-ПД, 
10% сахарози і 0,25% NaCl. Донорську кров 
II групи отримували на Харківській облас-
ній станції переливання крові (Україна). Після 
видалення плазми еритроцити відмивали фізіо-
логічним розчином (0,9% NaCl) при центри-
фугуванні 430 g протягом 5 хв. Гематокрит 
еритромаси після центрифугування становив 
70–74%. Для насичення еритроцитів гліцерином 
або 1,2-ПД до 0,5 мл осаду крапельно дода-
вали 0,5 мл кріоконсерванта з 2-хвилинним 
перемішуванням [10]. Отримані зразки обʼє-
мом 1 мл у поліетиленових капсулах інкубу-
вали протягом 20 хв при 22–24°С, занурюва-
ли в рідкий азот (–196°С) і витримували 10 хв. 
Капсули після заморожування переносили на 
водяну баню (40°С) на 2 хв (процедура швид-
кого відтавання). Після відігрівання розморо-
жені зразки центрифугували при 430 g про-
тягом 5 хв, надосадову рідину видаляли, а 
еритроцити піддавали процедурі відмивання 
з використанням 6 і 0,9% NaCl [10]. 

Рівень вільного гемоглобіну в позаклітин-
ному середовищі визначали спектрофотомет-
ричним методом на довжині хвилі 543 нм. Від-
соток гемолізу розраховували за допомогою 
відношення оптичної щільності зразка до оп-
тичної щільності зразка гемолізованого на 100 % 
[11]. 

Гіпотермічне зберігання еритроцитів (4°С) 
протягом 24 годин здійснювали у середовищі, 
яке містить 7% сахарози, 0,3% NaCl, 0,2% 
Na

2
HPO

4
 × 12H

2
O, 0,1% NaH

2
PO

4
 × 2H

2
O. 

Осмотичний гемоліз еритроцитів досліджу-
вали в середовищі з різною концентрацією NaCl 
(0,09–0,9%). Клітини в середовищі обʼємом 1 мл і 
гематокритом 0,4% інкубували 30 хв при 20–22°С, 
центрифугували при 430g протягом 5 хв. Від-
соток гемолізу розраховували як вказано вище 
за посиланням. 

Кожен експеримент проводили шість разів 
на двох паралельних пробах. Для всіх зразків 
обчислювали середнє арифметичне значення 
і значення середньоквадратичної помилки (М ± 
± m). Для визначення статистичної значущості 
результатів використовували непараметричний 
метод Манна-Вітні при р < 0,05.

2.9% sorbitol and 0.63% NaCl; the medium 2 com-
prised 28% glycerol, 6.8% sorbitol and 0.25% 
NaCl; medium 3 included 22% 1,2-PD, 10% 
sucrose and 0.25% NaCl. Donated blood of group 
II (A) was procured at the Kharkiv Regional Center 
for Blood Services (Ukraine). After plasma remo-
val, the erythrocytes were washed out with phy-
siological saline (0.9% NaCl) by centrifugation 
at 430 g for 5 min. After centrifugation, the he-
matocrit of erythromass made 70-74%. To saturate 
erythrocytes either with glycerol or 1,2-PD, 0.5 ml 
of pellet was dropwise supplemented with 0.5 ml of 
cryopreservative with a 2-min mixing [7]. The 
obtained specimens of 1 ml volume were incubated 
in polyethylene capsules for 20 min at 22–24°C, 
then immersed into liquid nitrogen (–196°C) and 
kept for 10 min. After freezing, the capsules were 
transferred into water bath (40°С) for 2 min (rapid 
thawing procedure). After thawing, the specimens 
were centrifuged at 430 g for 5 min, followed 
by supernatant removal and erythrocyte washing 
out with 6 and 0.9% NaCl [7].

Free hemoglobin in extracellular medium was 
measured using spectrophotometry at 543 nm wa-
velength. The hemolysis percentage was calcu-
lated by the ratio of optical density of the specimen 
to that of the sample hemolyzed by 100% [8]. 

Erythrocytes were hypothermically stored (4°C) 
for 24 hrs in the medium containing 7% sucrose, 
0.3% NaCl, 0.2% Na

2
HPO

4
, 12H

2
O, 0.1% NaH

2
PO

4
, 

2H
2
O.
Osmotic hemolysis of erythrocytes was studied 

in the medium with diff erent NaCl concentrations 
(0.09–0.9%). Cells in the medium of 1 ml volume 
and 0.4% hematocrit were incubated for 30 min 
at 20–22°С, and centrifuged at 430 g for 5 min. The 
percentage of hemolysis was calculated as indi-
cated above by the reference. 

Each experiment was performed six times in two 
parallel samples. For all the specimens, the mean 
value and the mean square error (M ± m) were 
calculated. The Mann-Whitney U test was applied to 
determine the signifi cance of the results, p < 0.05. 

Results and discussion
The Table presents the data on erythrocyte 

loss at various stages of freezing and hypothermic 
storage (HS). A decrease in glycerol concent-
ration from 38% [7] down to 28% with modifying 
the concentrations of sorbitol (from 2.9 up to 
6.8%) and NaCl (from 0.63 down to 0.25%) reduced 
the erythrocyte hemolysis at all the cryopreserva-
tion stages and during HS. Lowering the 1,2-PD 
concentration down to 22% in a sucrose-saline 
medium, in contrast to the cryopreservative, con-
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Результати та обговорення 
У таблиці подано дані щодо втрати еритро-

цитів на різних етапах заморожування і за умов 
гіпотермічного зберігання (ГЗ). Зменшення кон-
центрації гліцерину з 38% [10] до 28% із мо-
дифікацією концентрації сорбітолу (з 2,9 до 6,8%) 
і NaCl (з 0,63 до 0,25%) знижує рівень гемолізу 
еритроцитів на всіх етапах кріоконсервування 
та у процесі ГЗ. Зменшення концентрації 1,2-ПД 
до 22% у сахарозо-сольовому середовищі на 
відміну від кріоконсерванта, який містить 37% 
1,2-ПД і використовується для двоетапного ре-
жиму заморожування і відтавання [1], забезпе-
чує зниження гемолізу порівняно з гемолізом 
у середовищах з додаванням гліцерину (табли-
ця). Рівень гемолізу еритроцитів після швид-
кого одноетапного заморожування з використан-
ням кріоконсерванта, скоригованого за складом, 
становить 5% (таблиця) [4]. 

Показники гемолізу еритроцитів, заморожених 
у модифікованих середовищах, вказують на більшу 
їхню осмотичну стійкість порівняно з кріокон-
сервантом, який містить 38% гліцерину (таблиця). 
Порівняльний аналіз осмотичного гемолізу не 
виявив значущої різниці в осмотичній крихкості 
еритроцитів, заморожених у різних кріоконсер-
вантах (рисунок). 

Пошкодження еритроцитів у процесі замо-
рожування викликане не тільки з гіпертоніч-
ним стресом внаслідок підвищення концентра-
ції NaCl, але й з осмотичним шоком у процесі 
розморожування, який повʼязаний з нездатністю 
надлишку внутрішньоклітинного гліцерину ви-
ходити з клітин досить швидко в процесі відта-
вання [12]. Ймовірно, зниження концентрації 
гліцерину та NaCl, а також збільшення вмісту 

Гемоліз еритроцитів після заморожування  та гіпотермічного зберігання 

Erythrocyte hemolysis after freezing and hypothermic storage 

Середовище заморожування 
Freezing medium

Цикл заморожування-відтавання, % 
Freeze-thawing cycle, % 

Після відтавання й відмивання, % 
After thawing and washing out, %

Після ГЗ (24 години), % 
After HS (24 hrs), %

1 4,5 ± 1,0 17 ± 2,0 1,5 ± 0,2

2 2,5 ± 0,5 10 ± 1,5 1,0 ± 0,2

3 2,0 ± 0,5 5 ± 1,5 0,7 ± 0,2
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taining 37% 1,2-PD and used for a two-step freeze-
thawing regimen [4], provided the hemolysis reduc-
tion as compared with that in glycerol-supplemented 
media (Table). After rapid one-step freezing using 
the cryopreservative with adjusted composition, the 
erythrocyte hemolysis made 5% (Table) [11].

Hemolysis of the erythrocytes frozen in the 
modifi ed media indicated their higher osmotic 
resistance as compared with the cryopreservative 
containing 38% glycerol (Table). Comparative 

Рис. 1. Залежність гемолізу від концентрації NaCl 
для інтактних еритроцитів (■) та відмитих після за-
морожування в середовищах: ● — 1; ♦ — 2; ▲ — 
3. 

Fig. 1. Dependence of hemolysis on NaCl concentration 
for intact erythrocytes (■) and washed out ones after 
freezing in the following media: ● – 1; ♦ – 2; ▲ – 
3.
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непроникного захисного компонента сорбітолу 
в середовищі заморожування забезпечують осмо-
тичну стійкість еритроцитів на етапі відтавання. 
Результати аналізу пошкодження клітин внас-
лідок заморожування-відтавання в ізоосмотич-
них сахарозо-сольових середовищах показали, 
що зниження концентрації NaCl шляхом замі-
щення солі сахарозою зменшує рівень гемолізу 
[3]. Можливо, що такий ефект обумовлено по-
слабленням гіпертонічного сольового стресу. 

Еритроцити, заморожені в середовищі з гліце-
рином, мають високий ступінь збереженості після 
відтавання лише у тому випадку, коли проце-
дура розведення кріопротектора є повільною 
і компенсується додаванням сорбітолу [7]. Ав-
торами зроблено наступний висновок: повільна 
швидкість, з якою гліцерин виходить з клітин, 
є основною причиною пошкодження клітинних 
мембран. Очевидно, зниження концентрації глі-
церину і NaCl та підвищення концентрації сор-
бітолу зменшують сольовий гіпертонічний стрес 
у процесі заморожування еритроцитів і нега-
тивний осмотичний ефект після їх відтавання. 

Рівень пошкодження еритроцитів після за-
морожування в середовищі з 1,2-ПД менший 
порівняно з середовищем, що містить гліцерин. 
Це повʼязано з більшою проникністю мембран 
для 1,2-ПД, ніж для гліцерину [4], внаслідок 
чого в середовищі з 1,2-ПД еритроцити після 
розморожування зазнають меншого осмотично-
го стресу. Ймовірно, це можна вважати причи-
ною того, що після трансфузії добова втрата 
еритроцитів, заморожених у кріоконсерванті 
з 1,2-ПД, становить 18% [3], що менше ніж 
після трансфузії еритроцитів, заморожених глі-
цериновим методом (25%) [15].

Висновки 
1. За умов швидкого заморожування-відта-

вання еритроцитів у кріоконсерванті зі зниже-
ною концентрацію гліцерину до 28%, NaCl до 
0,25% та збільшеною концентрацією сорбітолу 
до 6,8% зменшується їх втрата після відмивання 
і гіпотермічного зберігання, не змінюється ос-
мотична крихкість та зберігається осмотична ре-
зистентність. 

2. Зменшення концентрації 1,2-ПД з 37 до 
22% та NaCl до 0,25% за умов підвищення вмі-
сту сахарози до 10% дозволяє замінити двоетапну 
технологію заморожування-відтавання на одно-
етапну. 

3. Встановленно, що зниження концентра-
ції гліцерину та 1,2-ПД послаблює осмотичний 
стрес заморожених еритроцитів після відтаван-
ня. Крім того, така модифікація складу кріокон-

analysis of osmotic hemolysis revealed no signi-
fi cant diff erence in osmotic fragility of the erythro-
cytes frozen with diff erent cryopreservatives (Fi-
gure).

Erythrocyte damage during freezing is asso-
ciated not only with hypertonic stress due to the 
increased NaCl concentration, but with osmotic 
stress during thawing as well. In addition, an osmotic 
stress is related to the inability of excess intracel-
lular glycerol to leave the cells quite rapidly 
during thawing [12]. Decreased glycerol and NaCl 
concentrations, as well as an increased content 
of impermeable protective component sorbitol in 
freezing medium are likely to ensure the osmotic 
resistance of erythrocytes during thawing. Results 
of the analysis of cell damage due to freeze-
thawing in isoosmotic sucrose-saline media showed 
the lowering of NaCl concentration via replacing 
salt with sucrose to reduce the hemolysis level 
[10]. This eff ect was likely due to the mitigation 
of hypertonic saline stress. 

The erythrocytes, frozen in a glycerol-contai-
ning medium have a high survival rate after 
thawing only if the cryoprotectant dilution is slow 
and compensated by sorbitol supplement [3]. The 
authors concluded that a slow rate of glycerol release 
out of cells was the main cause of cell membrane 
damage. Obviously, a decrease in glycerol and 
NaCl concentrations and an increase in sorbitol 
one reduce the saline hypertonic stress during 
erythrocyte freezing and a negative osmotic eff ect 
after their thawing.

Erythrocyte damage after freezing in the me-
dium with 1,2-PD is lower as compared with the 
glycerol-containing one. This is due to a higher 
permeability of membranes for 1,2-PD than for 
glycerol [11], as a result of which the erythrocytes 
undergo less osmotic stress in the medium with 
1,2-PD after thawing. This is likely to be the 
reason that after transfusion a daily loss of erythro-
cytes, frozen in cryopreservative with 1,2-PD is 
18% [10], that is lower vs. that after transfusing the 
erythrocytes frozen by glycerol method (25%)[15].

Conclusions
1. When rapidly freeze-thaw the erythrocytes 

in the cryopreservative with decreased concentra-
tions of glycerol and NaCl down to 28 and 0.25%, 
respectively, and an increased sorbitol concentra-
tion up to 6.8%, their loss after washing out and 
hypothermic storage was reduced, an osmotic fra-
gility remained unchanged and an osmotic resis-
tance was kept. 

2. Lowering the 1,2-PD concentration from 
37 down to 22% and to 0.25% for NaCl under 
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сервантів забезпечує менший ступінь пошкод-
ження мембран збережених еритроцитів у про-
цесі заморожування-відтавання-відмивання, що 
може зменшувати ступінь руйнування клітин 
після трансфузії і знижувати рівень запалення 
в організмі. 

increasing the sucrose content up to 10% enabled 
replacing the two-step freeze-thawing for the sin-
gle-step one.

3. Decreased glycerol and 1,2-PD concentra-
tions were established to mitigate an osmotic stress 
of frozen erythrocytes after thawing. In addition, 
this modifi ed composition of cryopreservatives 
ensured a lower damage rate to membranes of pre-
served erythrocytes during freeze-thawing-wa-
shing out, which could reduce the destruction 
rate of cells after transfusion as well as mitigate 
the infl ammation level in the body.
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